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研究成果の概要（和文）：脊椎動物の脳は放射状グリア（RG）細胞の増殖・分化により形作られる。細胞周期因
子CyclinD2のmRNAは3´UTR上の配列（CTE）依存的にRG細胞の基底膜突起末端まで輸送される。本研究では
CyclinD2 mRNAが突起先端部で局所翻訳された後、核内に移行して細胞周期を進める可能性を示した。CTE欠失マ
ウスではCyclinD2 mRNAは輸送されず、大脳皮質が低形成となり、この現象が脳発生に重要であると考えられ
る。CTEは有胎盤類のみに保存され、鳥類や有袋類にはCTEが無くCyclinD2 mRNAも輸送されないことから、この
現象が有胎盤類進化過程の大脳皮質発達に貢献した可能性がある。

研究成果の概要（英文）：The vertebrate brain is formed by the proliferation and differentiation of 
radial glial (RG) cells. mRNAs of CyclinD2, a cell cycle regulator, are transported to the basal 
end-foot of the RG cell dependent on its 3´UTR “zip code” (cis-acting transport element, CTE). We
 found a basal-to-apical translocation of CyclinD2 proteins along the basal processes, indicating 
that CyclinD2 proteins in the basal end-feet will be transported to the nuclei to modulate the cell 
cycle progression. In CTE deleted mice, CyclinD2 mRNA no longer localized in the basal end-feet, and
 the cortical thickness was reduced. Interestingly, the CTE is only conserved in placental mammals 
among various vertebrates. Consistently, CyclinD2 mRNAs were not detected in the basal end-feet of 
the opossum, a marsupial mammal, nor in chick. The basal transport of CyclinD2 mRNA in the RG cells 
might be involved in forming a larger cortex of placental mammals.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、ヒトを含む有胎盤類の進化過程において、大脳皮質の拡大がどのようなメカニズムで起きたのかと
いう未知の問いへアプローチすることを目的としている。本研究によって、独自に見出した神経幹細胞内
CyclinD2 mRNA輸送の新たな生物学的意義を明らかにし、このユニークな機構が有胎盤類のみに存在することを
発見した。本研究は、有胎盤類の脳進化メカニズムの一端を明らかにできた点で学術的意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
大脳皮質の発生過程で
は、放射状グリア細胞
（radial glia; RG）と呼ばれ
る神経幹細胞が予め決めら
れたタイミングで増殖・分
化し、多様な神経細胞が産
生される。RG細胞は脳表面
（基底膜側）まで非常に長
い放射状の突起を伸ばして
おり、基底膜側突起を受け
継いだ娘細胞は RG 細胞と
して未分化性を維持するこ
とが知られている（Miyata 
et al., Neuron 2001)。 
我々の研究室では、細胞
周期の G1期から S期への
移行を促進する CyclinD2
の mRNA およびタンパク
質が、RG細胞の基底膜側突
起の末端部に局在すること
を発見した（Tsunekawa et al., EMBO J, 2012）。また、核で転写された CyclinD2 mRNAが基
底膜側突起の末端部まで輸送されることや、CyclinD2 mRNAの 3´UTR領域に輸送に必要な約
50 bpの配列があることを明らかにしている（Tsunekawa et al., EMBO J, 2012）。研究代表者
は、ゲノム編集技術によってこの mRNA輸送配列を欠失させたマウスを作製し、RG細胞にお
ける CyclinD2 mRNA の輸送が阻害されるとともに、大脳皮質の厚みが減少することを明らか
にした（図 1、研究代表者ら未発表）。興味深いことに、この輸送配列は哺乳類の中でもマウス
やヒトなどの有胎盤類にのみ保存されており、同じ哺乳類の有袋類や、鳥類、爬虫類等では保存
されていない。さらに、有袋類のオポッサムおよびニワトリの大脳原基では、内在性の CyclinD2 
mRNAは基底膜側突起に輸送されていなかった。一方、マウスの CyclinD2 mRNA輸送配列を
付加した GFPレポーター遺伝子をオポッサムやニワトリの大脳原基で強制発現すると、基底膜
突起に GFPの mRNA が輸送された。これらの結果から、鳥類と哺乳類の共通祖先にはすでに
基底膜側突起にmRNAを輸送する機構があり、有胎盤類の進化過程において CyclinD2 mRNA
輸送配列が獲得されたと考えられる。 

RG 細胞における CyclinD2 mRNA の基底膜側突起への輸送が、大脳皮質構築のどの過程に
影響を与えるのか。これまでの研究から、RG細胞に由来する Tbr2陽性の中間増殖細胞は有胎
盤類の大脳皮質原基にのみ認められ、有袋類や鳥類では Tbr2陽性細胞は分化途中の幼若な神経
細胞であることが示されている（Nomura et al., Development 2016、研究分担者の若松義雄准
教授が参画）。したがって、基底膜側突起に輸送される CyclinD2 mRNAが、有胎盤類の進化過
程における大脳皮質の発達に貢献したと考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
上記の背景をもとに、本研究課題では、ヒトを含む有胎盤類の進化過程において、大脳皮質の
拡大がどのようなメカニズムで起きたのかを明らかにすることを目的としている。特に我々が
見いだした神経幹細胞内における Cyclin D2 mRNA輸送機構を起点として、有胎盤類の脳進化
メカニズムを探る。 
 
３．研究の方法 
 
（１）CyclinD2 mRNA輸送配列欠失変異マウスの解析 
 研究代表者はこれまでに、CyclinD2 mRNAの輸送配列を欠失したマウスを作成している（図
1）。この変異体マウスと野生型マウスを用いて大脳皮質原基の転写因子 Tbr2を発現する中間増
殖細胞数を定量的に比較解析した。また、中間増殖細胞が大脳皮質の神経細胞の中でも特定のサ
ブタイプを積極的に産生することが知られており（Kowalczyk et al., Cereb Cortex, 2009）、大
脳皮質の完成する生後 10日においてどのような神経細胞の産生が影響を受けているのかを観察
した。 
 
 



（２）RG細胞における CyclinD2タンパク質の動態の解析 
 RG細胞の基底膜突起先端部へ輸送された CyclinD2 mRNAは、局所的に翻訳された後、その
タンパク質が核内に移行し、細胞周期を G1期から S期に進める働きをもつと予想される。しか
し、このことはまだ証明されておらず、RG細胞における CyclinD2タンパク質の動態は明らか
でない。そこで、サンゴの 1種で
あるキクメイシ由来の緑色蛍光
タンパク質（Kikume Green-
Red; KikGR）が紫外光照射によ
り赤色蛍光タンパク質に変化す
る特徴を利用した（図 2）。3´UTR
領域を含むマウス CyclinD2 に
KikGRを繋いだ発現ベクターを
子宮内電気穿孔法を用いて RG
細胞に導入した。その後、大脳皮
質原基をスライス培養し、共焦
点顕微鏡を用いて RG 細胞の基
底膜突起先端部に局所的に紫外
線を照射して、緑色から赤色に
変化した KikGR-CyclinD2 融合
タンパク質をライブイメージン
グにより追跡した。 
 
（３）非有胎盤類に CyclinD2を基底膜突起に強制的に輸送させた場合の影響 
 非有胎盤類（ニワトリおよびオポッサム）に 3´UTR領域を含むマウス型 CyclinD2を導入し
て中間増殖細胞の増殖性を調べる前実験として、まずは有胎盤類（マウス）にマウス型の
CyclinD2を導入する実験を行った。具体的には 3´UTR を含む Cyclin D2の発現ベクターを作
製し、マウス胎仔脳室内に注入し、子宮内電気穿孔法を用いてマウス RG細胞に導入し、その後
Tbr2陽性の中間増殖細胞の増殖性を定量した。 
 
４．研究成果 
 
（１）CyclinD2 mRNA輸送配列欠失変異マウスの解析 
 CyclinD2 mRNA 輸送配列欠失マウスの大脳皮質における中間増殖細胞を定量的に比較解析
した。特に中間増殖細胞が多く見られる胎齢 18.5日の内側領域において、Tbr2陽性中間増殖細
胞が減少していた。この結果から、CyclinD2 mRNA輸送阻害によって、中間増殖細胞の産生に
影響を与えることが明らかとなった。 
生後 10日において、大脳皮質の層特異的神経細胞マーカーを用いて、各層の神経細胞層の厚
みを計測した。その結果、CyclinD2 mRNA輸送配列欠失マウスの大脳皮質全体の厚みが減少し
ていたが、特に Cux1陽性の上層神経細胞層の厚さが有意に減少していた。 
これらの結果から RG細胞の CyclinD2 mRNA輸送が中間増殖細胞の産生を介して、大脳皮
質の上層神経細胞の発生を制御する可能性が示唆された。 
 
（２）RG細胞における CyclinD2タンパク質の動態の解析 
 まずはKikGRを基底膜突起先端部特異的に紫外光照射によって光変換できるかどうかを観察
した。マウス胎齢 13.5日にマウス CyclinD2に KikGRを繋いだ発現ベクターに導入し、1日後
に大脳皮質原基スライスを作成して、RG細胞の基底膜突起先端部に局所的に紫外線を照射した。
その結果、基底膜突起と突起先端部での赤色蛍光タンパク質のシグナルを観察することができ
た。 
 次に、光変換による赤色 KikGR-CyclinD2 融合タンパク質をライブイメージングによって追
跡を行ったところ、基底膜側突起末端の赤色シグナルが基底膜突起内を頂端膜側へと移動する
様子を観察することができた。この結果から、基底膜側突起末端で局所翻訳された CyclinD2タ
ンパク質が核方向へと輸送される可能性が考えられる。以上より、RG細胞の基底膜突起先端部
へ輸送された CyclinD2 mRNA は、局所的に翻訳された後、そのタンパク質が核内に移行し、
細胞周期を G1期から S期に進める可能性が示唆された。 
 
（３）非有胎盤類に CyclinD2を基底膜突起に強制的に輸送させた場合の影響 
 目的の前実験として、有胎盤類（マウス）の胎齢 13.5 日においてマウス型 CyclinD2 を導入
し、その 2日後に Tbr2および分裂期マーカーのリン酸化ヒストン（PH3）の二重免疫染色を行
い、Tbr2陽性中間増殖細胞の増殖性について定量的に計測した。その結果、Tbr2陽性の細胞集
団が存在する subventricular zone 周辺において PH3 および Tbr2 二重陽性細胞の割合が増加
した。この結果から、Cyclin D2が Tbr2陽性細胞の増殖性の制御する可能性が示唆された。 
現在、細胞内 mRNA 輸送による有胎盤類の大脳皮質拡大メカニズムを明らかにするために、



オポッサムおよびニワトリ胚の大脳皮質において、マウス型の CyclinD2を強制発現させ、Tbr2
陽性中間増殖細胞の増殖や大脳皮質のニューロン産生に与える影響について解析を行っている。 
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